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Fusionsprotein zur Sekretlon von Wer^rotein in bakteriellB OberstSnde 
Beschreibung 

Die Erfindung bezlehtsich auf Fuslonsproteine besiehend aus einem Fusionsteil und 
einem Wertprotein wobei die Kombination aus beidfen Proteinen dazu fOhrt, daS das 
Fusionsprotein in den Oberstand eines bakteriellen Wirtes sezemiert wjrd und das 
Wertprotein in seiner korrekten raumlichen Struktur voriiegt Die Gensequenz fOr 
das Fusionsprotein ist Bestandtell einer Expressioriskassette, die die Expression in 
einem bakteriellen Wirt eriaubt. Die Erfindung bezi^ht sfcfi auf ein Verfahren zur 
Fermentation, Expression und Aufarbeitung eines derartigen Fusbnsproteins unter 
Venvendung der Expresslonskassette, ein Plasmid bnthaltend die 
Expressionskassette, eine bakterielle Wirtszelle enthaltend die Expressionskassette 
chromosomal integriert und / oderals Replikon z.B. als Plasmid. das genannte 
Fusionsprotein mit Himdln Oder einem Derivat hiervbn als Fusionsten, ein Verfaliren 
zur l-lerstellung von Insulin Oder eines Insuiinderivafs und die Venvendung der 
Expressionskassette in den Verlahren zur Herstellung eines Fusionsprotelns aus 
Hirudin oder Derivaten hiervon und Insulin oder eines Insulinderivats. 

Die Entwicklung von optimlerten Verfahren zur Her^ellung von Aiznelmltteln auf der 
Basis rekombinanter Proteine stelit eine Aufgabe ddr, die maglichst zwei 

•Gesichtspunkten gerecht warden muQ. Zum einen^oK ein Verfaliren moglichst 
kostengQnstIg seln und zum anderen soil das Produkt von hfiolister Reinheft sein. 

Die Wahl des Expressionssystems bestimmt dabei den Weg des jev/eiligen 
Herstellungsprozesses, wobei dem Fachmann klar fst, dafS durch die Entwicklung 
neuer proteinchemisclier Techniken und die Vielfait^der biochemisclien 
" • "30' ' Mdgllchkeiten und die Neukombination bekannterTechnlken stets Verbessemngen 
besteliender Verfahren mSglich sind. 

Die Eigenschaften eines gewunschten Proteins bestimmen entscheidend die Wahi 
des zur Synthase ven/vendeten Wirtszellsystems. BAkterien wie E. coli stellen das 
35 System dar, mit dessen Hllfe in preiswerten Medierl schnell Pruteine mit 



10 




15 
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Rohausbeuten von mehreren Gramm hergestellt werden Kannen. Zum Tragen 
kommt das System vor allem fQr Protetne, die nfcfit modifizert werxJen mQssen und '. 
die sich in vitro zu der biologisch aktiven Form rertaturiei^n lassen. FOr Protelne mit 
hohem Mengenbedarf, wie z.B. Insulin, strebt man dabel Expresslonsraten an, die 
5 zu intrazelluiarer Anreicherung des Proteins in Form von EinschluBkoipern fOhrt. 
Nach ZellaufscliluB wird das Protein geiost und ddnn in weiteren Verfahrensschrltten 
• gefaltet. Der Prozeli der Faltung lauft jedoch niclifquantitativ ab. Grunde hierffir 
k0nnen in irreversibler Schadigung bei der EinsciilUGkorperblldung, in 
entsprechender Schadigung beim ZeliaufschluB und in Fehlem bei der Faltung 
10 gesucht werden. "Falsch" gefaltete oder modlfizierle l\/IoIekQle mQssen dann In 
weiteren Trennschritten abgetrennt werden. Dies wirkt sIch negativ auf die 
Herstetlkosten aus. Zudem finden sich Spuren dieser MolekQIe auch im Endprodukt 
wieder. Da fUr Aizneimittel lioiie Reinheitskriterien:gelten, ist eine entsprechend 
sorglaltige und kostenintensive Reinigung erforderlich. Wonschenswerl auigmnd des 
15 gQnstigen Kosten / Rohausbeute - Verhattnlsses W§ren Verfahren, die die 
Auschleueung des Wertprotefnes in konnekt gefelteter Form in das Kuitunnedium 
dureh E. coll eriauben. Allerdlngs ist dies bbher nur In AusnahmeSllen gelungen. 

Die fnternationale Patentanmeldung PCT/EP00/08S37 beschrelbteine solche 
20 Ausnahme. Es gelang, die Synthese und Ausschleiisung von Leplrudin, dem 
Wirkstoff des Arznelmittels Refludan*. durch E. coll In Grammmengen, wenn man 
spezifisohe S^nalsequenzen zur Ausschleusung veiwendet. Die deufsche 
Patentanmeldung Nr. 100 33 195.2 {unvereffenflicht) beschreibt ein bifunklionenes 
Protein aus Hirudin und Derfvaten des HinjdIns und dem FaktorXa - Inhibitor aus 
2S Zecken und Derivaten hlervon. Dieses Protein laBt isich ebenfalls mrt hohen 
Ausbeuten durch e.colI synthetfeieren und ausschleusen. In Enwelterung dieses 
Befundes wurde nun Oberraschend gefunden, <iaZ Hirudin nicht nur ate 
Fusionsprotein mit TAP sondem auch als Tell elnes Fuslonsproteines mit 
' Ptflypetlden wie ProinsuHnderivaten mit hohen Ausbeuten ausgeschleust wird, dabel 
30 biologisch aktiv Ist und Qbenraschendenwelse ein Fustanspartner wie Proinsulln in 
korrekter Raumstruktur vorliegt Dieses unerwartetd Ergebnfe fQhrt dazu, daH man 
Z.B. Insulin kostengtlnstiger durch bakterlelle Wlrls / Vektorsysteme herstellen kann. 
da auf den mit nicht zu vemachiassigenden AusbeUteverlusten verbundenen Schritt 
der in vitro ROckfaltung nach intrazelluiarer Expression verdchtet wenlen kann und 
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man so zu einem einfiacheren proteichemischen Rfeinigungsverfahren kommfc Ein 
wettere Vorteil (iegt darin, daR man chaotrope Hilfemrttel, die bei klassischen 
Verfahren zur Insulinproduktion in E, coli zum Losen des Fusionsproteins zugesetzl 
werden, nicht benOtigt. Dies fDhrt Im okologischen Sinn zu einer geringeren 
5 Belastung der Umwelt durch das Venneiden der entsprechenden Ab^He. 

Blutegel vom Typ Hirudo entwjckelten 2,B. verschiedene Isoformen des 
Thrombinhibitors Hirudin. Durch kOnstliche Variatidn des MolekQIs, z.B, Austausch 
der N-tenminalen Aminosaure, wunde Hirudin filr pbamiazeutlsch technlsche 
10 Anforderungen optimiert (2.B. EP-A 0 324 712). 

• Die Erfindung beinhattet die Verwendung von Hinjcilin und Hfrudlnvarianten zur 
Bildung von Fuslonsproteinen, z.B. mrt Affen- Profnsulin oder Derivaten fiiervon. In 
besonderen AusfDhrungsfomnen der Erfindung wind eine der natQrIichen Isoformen 
15 des Hirudins (die natQrIichen Isofomien werden zusammen als ^Hlmdin" bezeichnet) 
vewendet. NatQrDche Isofomnen sind 2.8. Val-Val-Hirudin Oder lie-Thr- Hirudin. In 
anderen AusfDhrungsfonnen der Erfindung wfrd eirte Variante eIner natQrIichen 
Hirudin Isofomn eingesetzL Bne Variante leltet sicll von einer natQrIichen Isofbnn 
des Hirudins ab, enthalt aber z.B. zusatzliche AmiricsauriBn und/oder 
20 Aminosauredeletionen und/oder AminosaureaustaiSsche im Vergleich zu der 

natQrlichsn Isofbrm. Eine Variante von Hirudin kann alternferend Peptldabschnitte 
__ natQrilcher IsolbnTien des Hlmdins und neue AminosSuren enthalten. Varianten des 
Hirudins sind bekannt und z.B. in DE 3 430 556 beschrieben. Varianten des Himdins 
sInd als Protein commerzietl erh^ltlich (Finna Calbibchem^ Biochemicals« 
^5 Catno.377-853, -950-960). 

Insulin ist ein Polypeptjd aus 51 AmrnosSuren, die slch auf 2 Amtnosaureketten 
verteiien: die A Kette mit 21 Aminosduren und die B-Kette mit 30 Aminosauren. Die 
Ketten sind durch 2 DisutfidbrQcken miteinander verbunden. Insulinzubereitungen 
30 . werden seit vielen Jahren zur Diabetestherapie eingesetzl. Dabei werden nicht nur 
naturlich vorkommende Insuline venvendet, sonderii auch Insulinderivate und 
-analoga. 
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Insulinderivate sind Derivate von natOrlich vorkomrhenden Insulinen, namlich 
Humaninsulin oder tierischen Insullnen, welche sich durch Substitution wenigstens 
ernes natOrlich auftretenden Aminosaurerestes und/oder Addition wenigstens eines 
Aminosaurerestes und/oder organlschen Restes vc&n dem entsprechenden, ansonst 
5 gleichen natQrIich vorkommenden Insulin unterschelden. 

In der Regel haben Insulinderivate gegenQber humanem Insulin eine etwas 
veranderte Wirkung. 

10 Insulinderivate mit beschleunigtem Wirkungseintrittwerden in EP 0 214 826, 

EP 0 375 437 und EP 0 678 522 beschrieben. EP 0 124 826 bezieht sich u.a. auf 

• Substitutlonen von B27 und B28. EP 0 678 522 beschreibt Insulinderivate die In der 
Position B29 verschiedene AminosSuren, vorzugsWeise Prolin, auiwefeen, jedoch 
nicht GlutaminsSure. EP 0 375 437 umfaUt Insulinderivate mit Lysin oder Arginin In 
15 B28« die optional zxisdtzlich in B3 und/oder A21 madifizlert setn konnen. 

In der EP 0 419 504 werden Insulinderivate offenbart, die gegen cliemisc^e 
Modifikattonen geechOtzt sind, in dem Asparagin In B3 und wenigstens elne weitere 
ArnlnosSure in den Posttionen A5, A15, A18 oder A21 verSndert sind. 

20 

In der WO 92/00321 werden Insulinderivate besclitjeben, bel denen wenigstens eine 
_ Aminosdure der Posrtionen B1-B6 durch Lysin odef Arginin ersetzt ist Derartige 
Insuline weisen gemaC WO 92/00321 elne veriSng^rte Wirkung auf. 

25 Bei der gentechnischen Herstellung von Insulin und Insulinderivaten wird haufig ein 
Insulinvorlaufer, ein sog. Proinsulin exprimiert, welches aus einer C- und A-Kette 
besteht. Dieses Proinsulin kann durch enzymatische oder chennische Abspaltung der 
C-Kette nach entsprechender korrekter Faltung und Ausbildung der DisulfidbrQcken 
in Insulin oder ein Insulinderlvat OberfDhrt werden. IHaufig erfolgt die Expression des 

30 Proinsulins in Form ernes Fuslonsproteins. Der „uni3rwQnschte" Fusionspartner mufi 
ebenfialls chemlsch oder enzymadsch entfemt werden. 
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Es 1st dem Fachmann klar. dad die Wahl des rekohnbinanten Wirts / Vektorsystems 
die Methoden zur Anzucht, Vermehrung und Fermentation der rekombinanten Zellen 
bestimmt Dies ist ebenl^lls Gegenstand der Erfindung. 

5 Das Fusionsprotein ist Im sauren Medium Qberrasthend gut lOslich, Daraus ergeben 
sich deutliclie Vorteile bzgl. der proteinchemischen Aufarbertung. Zum einen werden 
viele unerwQnschte Komponenten des Oberstand^s unter diesen Bedingungen 
ausgefailt und zum anderen sind Peptidasen oderProteasen Inaktiv. Dgrch 
Ansauem der Fermentationsbrflhe am Ende des Arteitsganges konnen somit 

10 unerwQnsclite Oberstandsprotsine dlrekt mft den Wirtszellen von dem 

Fusionsprotein separiert, und in einem weiteren Sclirittftonzentriert werden. Dies ist 
ebenfalle Gegenstand der Erfindung. 

Am Ende der Fermentation kann der Faftungsvorg&ng noch nicht zu 100% 
15 abgeschlossen dein. Durch Zugabe von Mercaptan Oder z.B. Cyatelnhydrochiorid 
kann der Vorgang abgeschlossen werden. Dies ist ebenfalls Gegenstand der 
Erfindung. 

Fuslonlert man beide Protelne uberein BrQckenglled aus Aminosduren, die 
20 spezrfisch durch Endoproteasen erkannt werden, die das Fusionsprotein an keiner 
anderen Stelle efRzient spaiten, so la&t sIch das Protein von Interesse dlrekt aktiv 
ab^aiten, Im Faile der Herstellung von Insulin entfialt das BrQckenglied zwischen 
Hirudin und Proinsulin vorzugsweise am carboxyterminalen Ende ein Arginin. In 
einer simultanen Prozessieaing kann dann bei UnHsetzung mrt Trypsin der 
25 Fualonsteil abgespatten und Proinsulin zu Mono - bzw. Dl^rg - insulin 

umgewandelt werden. Dieses BrQckenglled ist im Hinblick auf die Prozessrerung des 
insulins so zu optimieren, dall die Abspaltung des Hirudinteils nicht langsamer 
abiaufl als die Spaltungen an der die Insulin B und'A- Ketle verbindenden C 
• Peptidsequenz oder einem Derivat hiervon, Dies ist ebenfails Gegenstand der 
30 Erfindung, Als Expressionssystem laUt sfch beispielsweise der im europSischen 
Patent 0 468 539 in Figur 1 beschriebene Vektor pJF1 1 8 venwenden. 

Plasmlde, die DNA -Sequenzen , die Proinsulin Oder Proinsuliderivate kodieren, 
sind 2.8. in den Patentschriften EP-A 0 489 780 bzw. PCT/EPOO/08537 beschrieben. 
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Das Plasmid pK1 52, das die Sequenz fOr Hirudin ^emaB EP-A 0 324 712 enthalt, 
wird al$ Quelle die DNA-Sequenz fQr Hirudin verwendet. 

5 Wichtig fQr die Sekretion 1st die Exportkompatibilit^t des Proteins von Interesse for 
den Durchtritt durcli die innere Bakterienmembran'des Bakteriums. Wichtig dafQr ist 
die Wahl dec Signalsequenz, die fQr unterschiedlicFie Proteine unterschiedlich 
optimal sein kann. Die Patentanmeldung PCT/EPOD/08537 beschreibt ein System 
des PCR-gestfltzten Signateequenz Screenings, Dieses System last sich auch auf 

10 Fusionsproteme mit Hirudin als N- temiinalen Fusipnsteil anwenden» da die 

HIrudinakbvitat (Iberraschend erhaKen bleibt und somit lelcht Im Oberstand mittels 
des Thrombinhemmtestsnachweisbar wird. 

Gegenstand der Erfindung ist somit eine DMA kodierend ein Fusionsprotein der 
15 Fomi 

- F-As„,-R„-Y-, 

wobei 

F eine DMA - Sequenz kodierend fDr eitle Aminosdurefolge, die die 
Sekretion eines Proteins Y In ein Ferrhentationsmedium ertaubt, 
As eine chemische Bindung Oder eine DNA ^ Sequenz kodierend fQr eine 

gentechnisch kodierbare Aminosaure; 
m eine ganze Zahl von 0-10, 
R eine chemische Bindung oder etn Codon fdr Arginin, 
n Ooderl, 

Y eine DI^JA - Sequenz kodierend fQr eiri Protein von interesse, das 
kon-ekt gefattet als Bestandteil des Fusionsproteins im 
Fennentationsmedium vorliegt; 
bedeutet, wobei insbesondere etne DNA - Sequenz gewahtt wird, die fQr 
Himdin oder ein Denvat hiervon ( F) und Proinsulln Oder einem Oerivat 
hiervon (Y) kodiert. 
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Ein werterer Gegenstand der Erfindung isteine B^ressionsKassette der Form 

P-S- F-Asm-R„-Y.T. 

wobei 

s P einen Promotor, 

S eine DMA - Sequenz kodierend fOr eihe Signalsequenz, die optimale 
Ausbeuten, ertaubt - 

T eine nichttransiatierte, die Expression verstarkende DNA-Sequenz 
bedeutet. 

10 

Bn welterer Qegenstand der Erfindung fat ein Plasmid enthaltend eine oben 

• beschriebene Expresslonskassette und eine Wirts^elle enthaltend das genannte 
Plasmfd, Oder eine Wirfszeile welche vorzugsweise die Exprssionskassette in das 
Genom der Wirtszelle intagrlert enthatt und wobei Wfrtszefle ausgewaiilt wird aus 
15 einer Gruppe enthaHend E.coli, B. subtiifs und Stre|>tomypes. 

Ein andsrer Gegenstand der Erfindung 1st ein Verlahren zurfernientativen 
Herstellung eines Fusionsprotelns wie oben beschi)eben, wobei 

(a) eine Expressionslcassette wie oben beschrieben In einer Wirtszelle wie 
20 oben beschileben exprimiert und 

(b) das exprfmierte Fu$lon$prot^n isoliertwlrd; 

wobei Inebesondere zur Isolation des exprimierten Proteins der Oberstand von den 
WIrfezaDen gatrennt wIrd, und das exprimierte Protein aus dem Oberaland isoliert 

as wifd; und wobei ein Verfehrensschrltt zur Anreiclieriing des exprimierten Proteins Im 
Oberstand nach der FSIIung ausgewahit wind aus einer Gnjppe enthaltend 
l\flii<rofiitration, hydrophobe interaktlonschromatogrsfphle und 
lonenaustauschchromatographle und wobei eine bMondere Ausgestaitung darin 
liegt, dafi die Isolation des exprimierten Proteins eInen Schritt umfeSt, bei dem 

30 Komponenten des Kulturmediums des Oberstandes; gefallt warden, wahrend das 
exprimferte Protein In Losung bieibt; und wobei in diner werteren bevorzugten 
Ausfuhoingsfomi der Erfindung nach dem Ends der Fermentation dem 
FermentationsOberstand bei einem pH-Wertvon 6 -'9 Mercaptan oder 
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Cysteinhydrochlond zugesetzt wfrd, so daU sich eihe Konzentration freien SH- 
Gruppen von 0,05 bis 2,5 mM ei^lbt 

Eine besondere Ausgestaltung des Verfahrens liegt darin, dad der 
Feimentationsaberstand von den Wirtszellen getre'nnt wiid, die Wirtszellen in 
5 firischem Medium vi/eiter kuttiviert ind das sezemierte Fusfonsprotein aus dem 
Oberstand isoliert wild. 

Ein weiterer Gegenstand der Eifindung ist ein Veifahren zur Heretellung von Insulin 
Oder einem Insulinderfvat, wobei 

(a) aus dem exprimlerten Protein, welch^ in einem Verfahren wie cben 
beschrieben erhalten wind, 

(b) durch enzymatiscfie oder chemische SpaJtung das Wertprotein 
insbesondere Insulin oder Insulinderwatfreigesetztund 

(c) Isoliert wird. 

Die Erfindung wird im folgenden durch die Beispiel^, welche nicht beschrankend 
wirken sollen, naher beschrieben. 

Beispiel 1: Konstruktion eines Lepitudln-GNSAR-^Wenproinsulln Fusionsproteins, 
angeschlossen an die Signalseqenz des oprF-GenproduWes aus Pseudamonas 
fluorescens 

In Beispiel 2 dsr Patentanmeldung PCT/EP0O/08637 wurde ein Expressionsvektor 
beschrieben, der die Expression und Sekretfon von Refludan Qber die S^naiseqenz 
des oprF-Genproduktes aus Pseudomonas fluoresdens ( De, E. et al. FEMS 
Microbiol Lett 127.263 -272, 1995 ) In das Medium Von E. coli eriaubt Dieser Vektor 
dient als zur Konstruktion einas Refludan-GNSAR-Afienprxjinsuftnftjsfonsproteins 
(GNSAR=SEQ ID NO.: 1) . Er erhSit die Bezeichnung pBpiu_hir. 

Ausgangsmaterialien sind femer DNA der Plasmide pJFII 8 (EP 0 468 539) und 

30 pK152 (PCT/EPOO/08537). Folgende ongonukleotide werden benetigt 

Primer pfiifi 

5'GGrrCTCTTA TTGCCGCTAC TTCT7TCGGC GTTCTGGCAc ttacgtatac 
tgac^ca 3' 
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(SEQ ID NO.; 2) 
Primer rnsu11hind3 

5^ - I i 1 1 rAAGCTTC ATGTTTGA CAGC7TATCA t^' (SEQ ID NO.: 3) 
Primer Hirjnsfl 

5' ATCCCTGAGG AATACCTTCA GGGAAATTCQ GCACGATTTG TG 3'(SEQ ID 
NO,: 4) 

Primer Hirjnsrevi 

5* - CACAAATCGT GCCGAATTTC CCTGAAGGTA TTCCTCAGGG AT-S^SEQ 
ID NO.: 5) 

Primer pfuM hybridisiert mit dem DNA-Bereich kodierend den Obergang aus 
Signalsequenz und Lepirudm in dem ExpressIonveKtor. 

Derfet^edruckte Teil des Primers Hirjnsrevi hybridisiert mIt dem DNA-^Bereich 
kodierend den Obergang eus Pra- und Affenproinsulinsequenz in Plasmid plNT90d 
und mit Sequenzen des 3 - Endes der Hirudinsequenz in Plasmid pK152. Primer 
20 Hirjnsrevi ist zu Primer Hirjnsfl 1 00% komplemehtar. 

Primer Insul 1 Hind3 markiert das 3'- Ende der in pir^TTSOd Wonierten DNA-Bereich 
Kodierend den Affenprolnsulinsequenz und trSgtzusiatzlich die 
Hexanukleotidsequenz fur die Eri<ennung durc^ das'RestrikSonsenzym Hind3. 

.25 Zwei Standard Polymerasekettenreaktionen werden durchgeftlhrt mit dem 

Primerpaar Hirjnsfl / Insul 1Hind3 auf dem Plasmid pINTSOd ate IWatrize und mit 
dem Primerpaar pMI/ Hirjnsrev auf dem Plasmid ' pBpfu^hir als Matrize . Die 
Produkte belder Reaktionen werden verefnt und ein Aliquot in einer dritten 
Polymerasekettenreaktion mit den PrimSren pfuf1/lnsu1lHmd3 umgesetzL Es 

30. entsteht ein DNA-Produkt, das die Sequenz Signal { partiell)-LepinJdin-GNSAR- 
Affenproinsulin beinliattet. Das DNA-Fragment wird'-mit den Reslriktionsenzymen 
BamHI und Hind3 umgesetzt. BamH1 spaftet dabei in der Lepirudinsequenz und 
Hinds am 3'Ende der Proinsulfn kodierenden Sequenz. 



10 
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Parallel wird der Vektor pBpfu mit den beiden Enzymen umgesetzt und das groBe 
Vektorfragment isofiert. Die isolierten Produkte beider Reaktionen werden In einer T4 
- Ugasereaktion umgesetzt. Kompelente Zellen dies Stammes E. coll K12 Mc1061 
(Sambreok et al. „Molecular Clonfng" (Cold Spring( Habor Laboratory Press 1 989) 
5 werden mit dem Ligatlonsgemisch transformlert, a(uf NA-Platten. die 25pg /ml 
Ampiciilin enthalten ausplattiert. Von Transfomianien wird Plasmid-DNA zur 
Charalcterlsferung Isoliert. Parallel vwrd von den Ober Plasmldanalyse 
charakterlsierten Translbrmanten eine Ertialtungsplatte angelegt. Die DNA wird 
mittete RestrikHons-und DNA-Sequenzanalyse cttarakterisiert Ein als richtig 
10 erkanntes Plasmid erhlelt die Bezelchnung pBpfuHirJns. 

Beisplel 2: Konstruktion elne$ Ser-HIrudln-GNSAfi-^nproinsulin Fu$ionsproteins 
angeschlossen an die Signaisequenz des S. typhlrtiurlum Outer Membrane Protein 
IS (flmO) 

Die Konstruktion erfolglentspreclwnd dem In Beisplel 1 beschriebenen Schema. 

Beispiel 10 der PatentanmeWung PCT/EP 00/085317 beschrelbt die Konstruktion 
20 etnes Vektor zur Ausschleusung von Lepirudln Qbe^ die Signaisequenz des S. 
typhlmurium Outer Membrane Proteins (Rioux,CA, Frledrlch,M.J. and 
Kadner,R.J.;J. Bacteriol. 172 (11), 6217-6222 (1990)) . Das entstandene Plaamfd 

• erhalt die Laborbezelclinung pBstyfim^hir. DNA der Plasmide pK152 und plNT90d 
dient jeweils als Matrize. 

Zur Konstruktion werden 4 Primer benotigt. 

Die Primer insu11Hind3, HIrJnsfl und Hirjnarevi sind in Beispiel 1 beschrieben, 
30 Neu synthetisiert wird der Primer styfimf 1 ser. Er hat fblgende Sequenr 

5' CGGCGCTGAG TCTCGCCTTA TTTTCTCACC TATCTTTTGC CTCTacgtat 
adgactgcaOTG 3' (SEQ ID NO.: 6) 
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Das fBtt gedruckte DNA-Triplett markiart ein Codon fQr Serin. Damft entsteht ein 
Hirudin, das an Position 1 der Aminosaureseqenz anstelie von Leudn Serin, tragt 

Entsprechend Beispiel 1 weiden zwel Standard Poiymerasekettsnreaktionen 
5 durchgefuhrt mit dem Primerpaar HIrJnsfl / Insul lHind3 auf plNT90d DIVIA ais 
iWatrize und mIt dem Primerpaar styTnnflser/HlrJnsrBv aufpK152DNA als 
Matrize. Die Produkle beWar Reaklionen werden V6reint und ein ATiquot in einer 
dritlen PolymerasekeftenreaWion mIt den Primem styfimflser /Insul 1Hlnd3 
umflesetzt. Es entsteht ein DNA-Produl<t, das die Sequenz Signal ( partial)^ Ser 
10 Hirudin ^NSAR- Affenproinsufin beinhaHet. Das DNA-Fiagment wird mit den 
Restriktionsenzymen BamHI und Hind3 umgesetzt 

Parallel wIrd der Vektor pBstyfim_Hir ratt den belden Enzymen umgesetzt und das 
groGe Vektorfragment Isoliert. Die isolierten Produkte beider Reaktfonen wertlen in 

15 einer T4^igasereaktk>n umgeselzL Kompetente Zejilen des Stammes E. coil K12 
MciOei werden mit dem UgaHonsgemlsch transfbnhiert und von Transfbrmanteri 
Piasmld-DNA zur Charakterislerung isoliert. Pafallel wind von den Qber 
Plasmidanalyse charakterisierten Transfarmanten eine Ertialtungsplatle angelegt 
Die DMA wird mittels Restriktions- und DNAr^equenzanalyse charakterisJert Ein 

20 ais richtig erkanntes Plasmid erhielt die Bezefehnung pBslyfim_6erHlrJns. 

Beispiel 3: Konstruktion eines Aia-Hirudin-R-Affehproinsulin Fusionsprotelns 
angeschlossen an die Signalseqenz d0s aikalischen Phosphatase 
25 Voriauferprotelns aus E. coli 

Der alkalische Phosphatase Voriaufer aus E. coli hat die SIgnalsequenz: 

MKQSTIALAL LPLLFTPVTK A (SEQ ID NO.: 7) 

30 

(Shutlieworth H., Taylor J., IVIinton N.; Nucleic Acids Res. 14:8689, (1986)). 
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Die Peptidsequenzwird mitdem GCG-Programm'(Wisconsln Package Version 10.1, 
Genetica Computer Group (GCG), Madison, Wise. ) Badttranslate urrterGsbrauch 
des "Coll High Codongebrauchs" in DMA Qbereet^ 

5 Diese liat die Sequenz: 

5'ATGAAACAGTCGACCATCGCQCTGGCeCTGCTGCCGCTGCTGTTCACCCCG 
GTTACCAAAGCG 3' (SEQ ID NO.: 8) 

10- Zur Klonferung und den AnschluH an eine DlMAr^equenz. die fur ein Hinidin 

• kodlert , das in Positionl durcli die Amlnosaure Alanin charalcterisiert ist (EP-A 0 448 
093 ) wird diese Sequenz urn die fett gedrudde Sequenz eiweltert : 

5 1 1 1 1 1 iGAATTCATGAMC^GTCGACCATCGCGCTQQCGCTGCTGCCQCTGCTGTTC 
15 ACCCCQGTTACCAAAG -CG GCTacgtat actgactggitCTG (SEQ ID NO,; 9) 

Daraus werden zwei Oligonukleotisequenzen abgeleitet, die sich parttell Qberiappen. 

Primer phoafi hat die Sequenz : 

20 S'CTGCTGCCGCTGCTGTTCACCCCGGTTACCAAAGCG GCTACG 
TATACTGACTGCACTG -3' (SEQ ID NO.: 10) 



Primer phoai2 hat die Sequenz: 

5TnTTTGAA"TTCATGAAACAQTCGACCATCGCGCTGGCGCTGCTGCCQCTGCTG-3- 
^ (SEQ ID NO.: 11) 

Zur Konstruirtlon des Expresslonsveictors werden zudem die Primer inau1 1 Hind3 , 
Hirjnstt und Hlrjn8rsv2 und DNA dar Plasmlde pkl52, pINTOOd und pJF118 
benetigt. 

30 

Primer Hirjnsf2 hat die Sequenz; 

5' - ATCCCTGAGGAATACCTTCAGcgaTTTGTGAiACCAGCAC C -3'(SEQ ID NO. 
12) 
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Primer Hirjnsrev2 hat die Sequenz: 

5' - GGTGCTGQTTCACAAAtegCTGAAGGTA TtCCTCAGGCS AT-3'(SEQ ID 
N0.13) 

5 DieFettgedrucWfinGroBbudistabenmarWerendleinitdernProinsulln 

hybridisferende Sequenz. wShrend die Grofibuchsfaben In Standardausmhrung die 
Oberlappung mit dem 3'- Ende der Hirudinsequenz beschrelben. Klein fett und 
unterstrichen dargestellt Ist das Codon fDr das BrQekenglied Aiglnin. 

10 Entsprecliend Beisplel 1 vverden zwel Standard Poiymerasel^attenreaWionen 
durchgefilhrt mIt dem Prlmarpaar HIrJnsfl / InsullHIndS auf pINTSOd DMA ala 
Matrize und mit dem Prlmerpaar phoafi / Hir.lnarevauf pK152 DNA als Matrize. Die 
Produlrte belder RealcBonen wenden vereint und etn Aliquot in einer dritten 
PolymerasBkettenreaktion mit den Primern phoa /lr1su11HInd3 umgesetzL Es 

15 entsteht ein DNA-Produkt, das die Sequenz Signat-ala-Hinidin-GNSAR- 

Affenproinsulln beinhaitet. Das DNA-f ragmentwift) mit den Restriktionsenzymen . 
BamH1 und Hinds umgesetrL Parallel wird derVektorpjFIIS mit den beiden 
Enzymen umgeseizt und das groSe Velctorftagment Isoliert. Die isoiierten Produkte 
belder Reaktionen werden in einer T4-Ligasereaktl6n umgesetzL Kompetente listen 

20 des Stammes E. coll K1 2 Mcl 061 werden mit dem Ligationsgemisch transfbmiiert 
und von Transformanten PlasmW-ONA zur Charakferisierung isoliert Parallel wIrd 
von den Qber Plasmidanalyse charakterisierten Transformanten eine 
ErhaltungsplattB angelegt Die DNA wird mittels Restriklions- und DNA- 
^^^Sequenzanalyse charakterisiert. Ein als richtig erkanntes Plasmid erhieltdle 

25 Bezeictinung pNS22. 

Beisplel 4: Thrombinhemmtest 

30 Die Bestimmung der Hirudinkonzentration wird entsprechend der Methode von 

GrieBbach et al. CThrombosIs Research 37, S. 347-350 . 1985 ) durchgefDhrl. Dazu 
werden definlerte Mengen eines Refludanstandardszur Erstellung einer Elchkun/e in 
die MeBreIhe mit elnbezogen. Damit kann die Ausbdute direkt In mg /I angegeben 
werden. Die blologische Aktivitit fet auch ein direktes MaB fQr die konekte Faltung 

35 desProinsuiinbestandtells des Fuaionsproteins. Altemativ kann ein proteolytischer 
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S. aureus Verdau und die anschlleRende Analyse irfelnern RP-HPLC-System zur 
Bestimmung der korrekten S-S -BrQckenbildung eingesetzlwerden. 



5 Beispiel 5; Expression des Fusionsprotelna 

Rekombinante Zellen warden Ober Nacht In 2YT-Med(um (pro Llter16g Tryptone, 
lOg Yeast extract, 5g NaCl ), das lOOpg/ml Ampicillln enthfilt, angezogen. Von der 
Obemachtkultur wlrd eine 1 :60 VerdOnnung In frlscriem Medium angeiegt und die 
10 Zellen bis zu elner DIcht© von ungefahr 0,8 0. D. eoo Einhetten angezogen. 



Dann vmi IPTG zur IndukHon der Expression so zugesetzt, daft sich eIne 
Konzentration von 0,05-4mM einslellt Die so induzierten Zellen werden Ober 3-26 h 
welter inkubiert. 



Nach drel Stunden vrird im Oberetand eine deutKchimeBbare antithrombotfsche 
HImdinwirlajng festgestellt, die auf die Sekretlon des gewtinschlen Fuslonsproteins 
zurQckgefUhrt werden kann. da In der SDS -PAGE Analyse nach Coomassle Blue 
Farbung nur bei induzierten Zellen eine neue Bande entdeckl wlrd. die in der 
20 Western Bkit Analyse mil polyktonaien gegen Insulin gerichteten Antikdrpem 
reagiert Bei Fermentationsexperimenten wlrd die Induktion erst nach Anzucht auf 
wesentllch hohere optische Dichten eingelellet. Bevoizugt sind hier synthetische 
^^^Medlenauf Basis von Minimalmedium. 

^^bie Produktivitat der Zellen mi sich dadurch ertiollien, daU man das Prinzip des 
25 -Bacterial milkings' anwendet. d.h. daft man die Zeflen nach optimaler Induktionszeit 
schonend von dem Oberetandsmedium abtrenntuhd in frischem IVledium. dem man 
wieder Induktor zusetzen kann, welter inkubiert Aus dem geernleten Oberstand 
wlrd dann parallel Insulin hergestelit. 



30 



Beispiel 6: Reinigung des Fusionsproteins 

Am Ende der Induktion wiitj in dem ZellOberstand Bin pH von 2.6 - 3 eingestellt und 
Zellen und Obertsandskomponenten durch Zertrifiigation oder RItration abgetrennt. 
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Der FailungsQberetand wird auf elne KationentauschereSule (Hyper DF) aufgetragen 
und mit einem llnearen Gradlenten von 150 bis 450rTiM NaCI bei pH 3.6 in 
Gegenwartvon 30% 2-PropanoI aufigetrennt. Oieelrtzelnen Fraktionen werden 
mittels RP-HPLC analysiert. Das Prolnsulin-Hlrudlrv-Fusionsprotein eluiert bei einer 
NaCI-Konzerrtration von etwa 300mM. Fraktionen mil hinreichender Relnheit werden 
vereinigt. mit 0.1% TFA venjQnnt und auf eine RP-SlSule gepumpt (PU^P -S 7.5 x 
50mm). Die El^n erfoigt mit einem Gradienten von 25-60% Acetonilril. Zv^fei 
FraWionsgruppen weiden gepooll. Nach EnOemung des Losungsmittels wird das 
I^Aaterial gefriergetrocknet Die Reinheit des IVIaterials wird mittete SDS- 
Polyacrylamidelektrophorese Oberpriift. Das gereinigte Fusionsproteln wird 
Massenspektrometrisch (ESI) analysiert Das experimentell emiittelte 
Molekulargewicht entepricht dem theoretisch nach Abspaltang des Slgnalpeptides za 
enirartenden Molekulaigewichts des Fusionsproteins. 

15 Beispiel 7: Ermittlung der DisuIfklbrilckenknOpfung 

Das Fusionsproteln wird mit Trypsin verdaut und die entstehenden BruohstQcke" 
mittels RP-HPLC und anschlieSend mittels Massenspektronomie analysiert. Es 
gelingt die Identifiziemng elnes Fragmentes. das aufgojnd der Masse von 5706 dt 
20 als Des ( BSOHnsulin erkannt wird. Dieses Ptxidukt wird einem Verdau mit S. 

aureus V8-Protease unten«*orien. Es entsteht das enA«rtete Peptldmuster in der RP 
-HPLCWSaialyse. 

tols Trypsinspaltung wird wie folgt durchgeluhrt ; 

Das gelTiergetrocknete Fusionsproteln wird in SOmMTris/ HCL pH 8 gelfist (Img/ml) 
und mit Trypsin (lMg/mg Fusionsproteln) veiselzt. trypsin wird am Ende der 
ReakHon bei pH 3 inaktiviert. 

30 Der S. aureus Verdau wird wie fblgt durciigeflihrt 

Das isonert Des ( B30Hnsulin wi«l In Wasser bei (pH B) gelSst und mit S. aureus 
Protease ( 1/5.0 der Insulinmenge) versetrt. 5 Stunden bei zrc und anschlieSend 
Qber Nacht bei Raumiemperatur inkubiert. 
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Beispiel 8: Reinigung von Insulin 

5 Das Fusionsprotein wird Oberraschend bei einem pH von 2,5-3 im Gegensatz zu 
den meisten Obrigen Polypeptiden. die sich im Objerstand sei es durch spontane 
Lyse von Wirtszellen Oder Sekretion finden, nicht busgefallt Das Kultunnedium wrrd 
daher entsprechend angesSuert und anschlieSend nach AbschluB der Failung wird 
der Niederachlag und die Zellen abzentrifugiert bzw, durch eine Mikrafiltration 

10 abgetrennt und konzentriert. 

AnfichlieKend wind das Medium auf pH 6,6 eingestellt Parallel wrrd Qber analytische 
HPLC-Messung der Gehalt an Fusionsprotein bestimTnt Nach der Bestimmung wird 
dem Oberstend Trypsin zugesetet, so dafi pro 1-1 ;5 mg Fusionsprotein ca. Ipg 
15 Trypsin eingestellt sind, Nach einer Inkubation voiii ca. 4 Stunden bei 

Raumtemperatur erfolgt eine Reinigung Qber Kationerttauscherchromatographie bei 
einem pH von 3«5 und in Gegenwart von 2-Propahol. Die Elution erfbigt in dem 
Puffer unter Anlegen etnes Gradlenten von 0,15 molar bis 0,45 molar. 

20 DinArg Insulin etuiert bei ca. 0,3 molar. Nach 1:1 VerdOnnung wird aus den Insulin- 
haltigen Fraktionen bei pH 6,8 unter Zusatz einer 40% -igen ZnCIH-Osung DhArg 
Insulin ausgefailt. Das Insulin wird abfiltriert und anschlieBend in 0,05 M Trfs*HCL 
1^1^ (pH8|5} auljgelQst, so dalS eine Losung von 2mg/ml entsteht 
^^;Dann wird unge^hr die Menge von einer 1 Einhelf Carboxypeptidase B pro 100ml 
^5 LOsung zugesetzt und unter schwachem RQhren die Reaktion du^chgef^Qhrt 
AnschlieGend wird ein pH von 5,5 mlt Zitronensdure eingestellt und Insulin in 
Anwesenhelt von ZnCl2 auskristaliislert Die Kristalle werden abgetrennt aujjgelOst 
und nach einem Reinigungsschritt Qber RP-HPLC wird Insulin emeut durch 
.... Kiistallisation gereinigt 
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Beispiel 9: Prozessierung des Fusionsprotetns direjct im Kulturmedlum 

Am Ende des Expressionsabschnitles wird das Kutturmedium auf pH 6,8 eingestellt 
und anschlieOend Trypsin eingertlhrt, so dafi eine Endkonzentration von 4-8 mg pro 

s Liter eingestellt wird. Nach Inkubation Qber ca, 4 S&inden wird die so behandelte 
FermentaiionsbrQhe auf pH 2,5-3 eingestellt Nach 1-6 StundenderFSIiung wird der 
pHauf3,5angeliobenundinGegenwartvon30%2-Propanol das entstandene 
Di_Arg-!nsulln Qber Kafionentausclierchromatographie gereinigt Die Elution erfoigt 
mittals eines NaC]-Qradienten.von 0,05-0,5 M Salt. Die produkthaltigen Fraktionen 

10 weiden 1 :1 mit H2O und anschlieHend mrl ZnCb versetzt, so daS eine 0,1 %-ige 
ZnCfe LOsung entsteht Bei pH 6,8 fiiilt DHArg-lnsiiiIin aus. Dies wird beispieihaft 
entsprecliend Beispiel 8 in Insulin umgewandelt. 
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Patentanspruch: 

1 . DNA kodierend fOr ein Fusfonsprotein der Forni 

5 -F-ASm-R„-Y- 
wobel 

F eine DNA - Sequenz kodferend far ^ne Aminosaurefblge. dfe die 
Sekretion eines Proteins Y in ein Fermentationsmedlum eriaubt. 
As einer chemisclien Bindung oder eindr DNA - Sequenz kodierend far 

eine genteolinisch kodierbare Aminoisaure, 
m eine ganze 2ahl von 0 - 1 0, 

^ «'nerchemlschen Bindung Oder einemCodoniOrArglnin, 
n Ooderl, 

Y eine DNA - Sequenz kodierend fUr ein Protein von Interesse. das 
" korrekt gefaltet als Bestandteil des piistonsproteins im 

Fermentationsnnedium vorilegt, 

entspricht 



10 
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Avenfe Pharma Deutschland GmbH AVE D-^001/A009 Dr. OL 

Zusaminenfassung 

5 Fustonsprotein zur Sekretion von Wertprotein in bakterielle OberstSnde 

Die Erfindung bezieht slch auf Fusionsproteine beStehend aus einem Fugionsteil und 
einem Wertprotein wober die Komblnatfon aue beiden Proteinen dazu fQhrt, da& das 
Fusionsprotein in den Obertsnd eines bakterielten Wlrtes sezerniert wird und das 
10 Wertpnitefn in seiner la)nrei<tBn rSuiniichen Strulclur vorifegt. 



0. 
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